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 마이크로RNA는 세포의 생존, 사멸, 재생 및 염증 반응 등을 조절하며, 
이는 만성적인 간질환의 진행과 연계되어 있다. 또한 마이크로RNA의 
불균형은 간세포암의 예후에 영향을 미친다. 그러나 아직까지 만성 
간질환 이행과 간세포암의 악성화를 종합하는 조절자로서 
마이크로RNA에 대한 연구는 부족하다. 따라서 만성 간질환과 
간세포암의 악성화에 공통적으로 관여하는 신호조절자인 마이크로RNA 
및 이를 매개하는 분자에 대한 연구가 필요하다. 
 과도한 알코올 섭취는 지방간, 간염, 간경변증 및 간세포암을 
포함하는 알코올성 간질환을 유발하며 만성 간질환의 주 원인이다. 
알코올성 간염이 진행되면 간섬유화를 동반하고 간경변으로 심화되며 
간세포암으로 발전한다. 간세포암은 재발율이 높고 빈번한 전이로 
인하여 예후가 좋지 않다. 알코올성 간질환 및 간세포암은 조기 진단의 
어려움이 있고, 효과적인 치료를 위한 진단 마커가 부족하며 치료 약제 
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및 치료 전략이 불충분하다. 본 연구에서는 알코올로 인한 간세포 
손상을 제어하고 간세포암의 진행을 억제하는 신규 마이크로RNA를 
발굴하고, 해당 유전자의 병태생리적 기능 및 조절 기전을 탐구하고자 
하였다. 이를 위하여 1) 간염 환자와 알코올 섭취 동물 모델을 사용하여 
알코올에 의한 마이크로RNA 변화 분석과 이에 따른 간세포 손상 기전 
탐구, 2) 간세포암 환자 및 이종이식 동물을 이용하여 간세포암에서 
마이크로RNA 변화 및 타겟 분자 도출을 통한 간세포암 악성화 기전 
탐구를 구체적 연구 목표로 설정하였다. 
 알코올성 간염 환자 및 알코올 투여 동물모델에서 miR-148a의 발현이 
감소함을 관찰하였다. 또한 알코올성 간염 환자의 마이크로어레이 
네트워크 분석을 통해 알코올에 의한 교란 신호 조절의 핵심 유전자로 
FoxO1을 도출하였고, 알코올 처리시 FoxO1이 감소함을 확인하였다. 
FoxO1과 miR-148a의 발현은 상관성이 높았고, 세포 실험을 통해 
FoxO1이 miR-148a의 전사인자임을 확인하였다. MiR-148a는 직접적으로 
TXNIP의 발현을 억제하였다. 알코올에 의한 TXNIP의 발현 증가는 
NLRP3 inflammasome의 활성화를 촉진하고 간세포의 pyroptosis를 
유도하였으며, 이는 miR-148a 과발현 또는 TXNIP의 발현 억제에 의해 
감소하였다. 렌티바이러스를 이용하여 miR-148a를 간세포 선택적으로 
과발현시 알코올에 인한 간세포의 손상이 억제되었다.  
 미세혈관 침습이 있는 간세포암 환자의 시료에서 miR-148a의 발현은 
감소하였고, miR-148a의 발현 감소에 따라 간세포암 환자의 전체 
생존률과 무재발 생존률이 감소하였다. USP4의 발현은 간세포암 
환자에서 증가하였고, 세포 실험에서 miR-148a이 직접적으로 USP4의 
발현을 억제함을 증명하였다. MiR-148a의 감소에 따른 USP4의 발현 
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증가는 중간엽성 간암세포주에서 현저하였고, 이는 암세포의 이동과 
증식을 촉진하였다. MiR-148a와 USP4의 역상관성을 간세포암 환자 및 
이종이식동물 모델에서 확인하였다. 또한 환자 유래 간암 이종이식 동물 
모델에서도 miR-148a의 발현이 감소하는 G1과 G2 암세포에서 USP4의 
발현이 증가했으며, 이는 종양 이식의 단계가 진행되어도 miR-148a와 
USP4의 역상관성이 유지됨을 의미한다.  
 종합할 때, 본 연구결과는 간세포 손상을 제어하고 간세포암의 
진행을 억제하는 miR-148a의 새로운 기능 및 조절기전을 제시한다. 
알코올성 간세포 손상을 제어하는 신규 조절자로서 miR-148a의 발견과 
그 상위 조절 전사인자로서 FoxO1의 발굴, 하위 염증성 세포사멸을 
일으키는 단백질로 TXNIP를 도출하였다. 또한 간세포암의 악성화에 
관여하는 miR-148a 신호 회로를 밝혔으며, 타겟 유전자의 발현 억제를 
통한 암세포의 증식 및 이동성 억제 효능을 검증하였다. 이러한 성과는 
간질환을 이해하고 이를 활용하여 질병을 치료하는 원리를 도출하는데 
활용될 수 있을 것으로 기대한다. 
 
주요어: 알코올성 간질환, 간세포암, FoxO1, inflammasome, migration, miR-
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I. 서 론 
 마이크로RNA(microRNA, miRNA)는 표적 mRNA에 특이적으로 
결합하여 mRNA의 안정성을 낮추거나 번역을 저해하는 작은 크기의 
단일 가닥 RNA로, 유전자 발현에 관여하여 세포의 발달, 분화, 증식과 
세포 사멸, 이동과 같은 필수적인 생명 현상을 조절한다(Borel et al., 2012). 
또한 마이크로RNA는 안정성이 비교적 높아 암을 포함한 만성 질환에 
있어 바이오마커로 주목받고 있다(Giordano et al., 2013). 하나의 
마이크로RNA는 수백 가지의 표적 유전자를 조절할 수 있으며, 단일 
표적 유전자는 다수의 마이크로RNA에 의해 조절될 수 있기 때문에 
마이크로RNA의 발현 변화는 생체내 신호 회로의 변화를 유도하여 
다양한 질환의 발병 및 진행에 핵심적인 역할을 한다고 볼 수 있다. 
 지속적인 마이크로RNA 결핍은 간세포의 사멸, 재생 및 염증을 
유발하며, 이는 만성적인 간질환의 진행과 연계되어 있다(Wang et al., 
2012). 최근 알콜 및 비알콜성 지방간, 간염을 포함한 만성적인 간질환과 
간세포암의 발병 및 진행에 있어 마이크로RNA의 발현 변화 및 역할이 
보고되었다(Szabo et al., 2013). 그러나 아직까지 마이크로RNA의 감소에 
따른 만성 간질환 이행 및 간암의 악성화와 이를 매개하는 조절자에 
대한 연구는 부족하다. MiR-148a는 간에 많다고 알려진 마이크로RNA로, 
간세포암을 포함한 몇 종의 암에서 발현 저하가 보고되었다(Barad et al., 
2004; Xu et al., 2013). 그러나 miR-148a의 발현 변화에 따른 간세포 손상 
및 간세포암 악성화에 대한 기전 연구는 미비하다. 
 과도한 알코올 섭취는 지방간, 간염, 간경변증 및 간세포암을 
포함하는 알코올성 간질환(alcoholic liver disease, ALD)을 유발하며, 이는 
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만성적 간질환의 주요 원인이다(Gao et al., 2011). 중국과 인도 등에서 
알코올 소비가 증가함에 따라 세계적으로 알코올성 간질환의 발병율은 
계속 증가하고 있다(Liangpunsakul et al., 2016). 흡수된 알코올의 대부분은 
간의 실질세포인 간세포에서 대사되며, 이 과정에서 생성되는 
활성산소종(reactive oxygen species, ROS)나 대사 산물인 아세트알데히드 
그리고 염증성 싸이토카인 등이 간세포에 직접적으로 영향을 
미친다(Orman et al., 2013). 알코올에 의한 간세포 손상시 뇨산이나 ATP와 
같은 sterile danger signals을 방출되며(Iracheta-Vellve et al., 2015), 손상된 
간세포에서 분비되는 이러한 신호들은 다양한 염증반응을 활성화시켜 
알코올성 간질환을 심화시킨다. 만성적인 알코올의 섭취는 알코올성 
간염(alcoholic hepatitis, AH)으로 이행되는데, 간경변증을 동반한 알코올성 
간염은 예후가 불량하며 서구에서는 중증 알코올성 간염 환자의 
사망률이 ~50%에 이른다(Gao et al., 2011; Orrego et al., 1987). 하지만 
알코올성 간질환은 조기 진단의 어려움이 있고 효과적인 치료를 위한 
진단 마커가 부족하며, 아직까지 치료 약제 및 치료 전략이 불충분하다. 
 간세포암(hepatocellular carcinoma, HCC)은 전세계적으로 발생 빈도가 
높고 사망률은 더 높은 질환이다. 간세포암은 특별한 증세가 없어 암이 
진행된 상태에서 진단되는 경우가 많고 수술 이후 재발율이 높으며 
빈번한 전이로 인하여 예후가 좋지 않다(Thorgeirsson et al., 2002). 초기 
간세포암 환자에는 국소 절제술 또는 간 이식술이 가능하지만, 수술 
가능한 환자의 비율은 전체 간세포암 환자의 20%정도만 해당되며 수술 
이후 재발율이 높고, 진행성 간세포암의 경우 효과적인 치료 약제가 
미비하다(Kishi et al., 2011). 또한 만성적인 알코올 섭취는 간세포암의 
발생율을 높이며(Tagger et al., 1999; Hassan et al., 2002; Yu et al., 1991), 
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지속적으로 알코올을 섭취한 간세포암 환자의 예후는 불량하였다(Wang 
et al. 2015). 따라서 알코올성 간질환 및 진행성 간세포암 환자의 효과적 
치료를 위해 만성 간질환과 간세포암의 악성화에 공통적으로 관여하는 
신호조절자 및 이를 매개하는 분자 기전에 대한 연구가 필요하다.  
 간세포에서 알코올이 대사될 때 생성되는 활성산소종으로 인해 
미토콘드리아 기능이 상실되며, 이때 염증성 싸이토카인에 대한 
간세포의 감수성은 커지고 간세포의 손상이 촉진된다(Miñana et al., 2002; 
Wu et al., 2003). 알코올성 간염 환자에서 염증성 싸이토카인인 
종양괴사인자알파(tumor necrosis factor alpha, TNF와 interleukin-1(IL-1)이 
증가해있다(Colmenero et al., 2007; Khoruts et al., 1991). 최근 면역세포 및 
전신 염증에 의한 싸이토카인의 분비 뿐만 아니라 간세포에서도 NACHT, 
LRR and PYD domains-containing protein 3(NLRP3) inflammasome 의존적으로 
IL-1가 분비된다고 보고되었다(Geng et al., 2015). NLRP3 inflammasome은 
NLRP3, Apoptosis-Associated Speck-Like Protein Containing CARD(ASC), 
그리고 pro-caspase-1로 구성된 다당백 복합체로, inflammasome family 
중에서 가장 잘 알려져 있으며 다양한 간질환에 관여한다고 
보고되었다(Szabo et al., 2012). 먼저 NLRP3 inflammasome 구성 요소가 
전사적으로 증가한 뒤, 구성 단백들이 결합체를 형성하여 활성화된다. 
이때, 잘려진 caspase-1이 세포의 죽음을 유도하고, IL-1를 분비시킨다. 
하지만 알코올에 의한 간세포 손상시, 간세포내에서 inflammasome의 
역할 및 병리 기전에 대한 연구는 미비하다. 본 연구에서는 알코올성 
간염 환자 및 알코올 투여 동물모델에서 miR-148a의 변화를 관찰하고 그 
기능을 연구하고자 하였다. MiR-148a의 감소에 따른 타겟 분자의 발현 
변화와 그로 인한 NLRP3 inflammasome 활성화를 경유한 간세포 손상 
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기전을 규명하고자 하였다. 또한 miR-148a의 상위 조절자로 알코올에 
의한 간세포 손상에 관여하는 전사인자를 탐구하였다. 나아가 간세포 
선택적 miR-148a 전달 시스템을 이용하여 알코올성 간질환에 있어 miR-
148a의 치료적 효과를 탐구하였다. 
 간세포암에서 전환성장인자(transforming growth factor-, TGF-)는 
수용체인 TRI를 통해 상피-중간엽성 이행(epithelial-mesenchymal transition, 
EMT)을 유도하고 암세포의 전이능을 높힌다(Muraoka et al., 2002). 
상피세포가 극성을 잃고 세포간 부착력이 저하되며 세포모양이 
섬유아세포형으로 바뀌어 전이능력과 침윤능력을 가지는 세포로 
변환하는 과정을 상피-중간엽성 이행이라고 하며, 상피-중간엽성 이행은 
항암제의 저항성을 유도한다(Wang et al., 2011). 상피성 간세포암에 비해 
중간엽성 특징을 가진 간세포암은 혈관 침습과 타 장기로의 전이가 
용이하며 그 결과 환자의 예후가 불량하다(Jou et al., 2010).  
 진핵세포에서 대부분의 단백질은 유비퀴틴-프로테아좀 경로 (ubiquitin-
proteasome pathway, UPP)를 통해 분해되며 이는 세포내 항상성 유지와 
접한 관련이 있다(Pickart et al., 2004). 즉, 세포 사멸, 세포 주기, 세포 
소기관의 생합성 등 세포 내 신호 경로와 관련된 단백질이 유비퀴틴-
프로테아좀 경로를 통해 선택적으로 분해됨으로써 세포의 생리적 기능이 
조절되는 것으로 알려졌다. 유비퀴틴 특이적 분해효소(ubiquitin specific 
proteases, USPs)는 기질에 유비퀴틴이 결합하는 것을 억제함으로서 
유비퀴틴-프로테아좀 경로를 저해하여 타겟 기질의 전사 후 조절인 단백 
분해를 조절한다(Fraile et al., 2012). 따라서 유비퀴틴 특이적 분해효소는 
세포주기, DNA 수정, 세포 신호 전달과 같은 다양한 생체 과정에 영향을 
준다. 다양한 유비퀴틴 특이적 분해효소는 암 발생과 관련된 단백질의 
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분해 조절에 관여하며, 이들은 종양 억제자(tumor suppressor) 또는 종양 
유발자(oncogene)로 분류되었다. 최근 몇 개의 유비퀴틴 특이적 
분해효소(예, USP4, 11, 15)가 TGF-신호를 활성화시켜 암세포의 침습과 
전이 및 악성화에 관여한다고 보고되었다(Aggarwal et al., 2012; L. Zhang et 
al., 2012). 그러나 간세포암에서 종양유발자로서의 유비퀴틴 특이적 
분해효소 발현 및 그 상위 조절자에 대한 연구는 미비하다. 본 
연구에서는 간세포암의 악성화에 있어 miR-148a의 발현 변화를 관찰하고 
그 기능을 연구하고자 하였다. MiR-148a의 발현 감소가 간세포암 환자의 
예후에 영향을 미치는지를 분석하고, TGF-신호와 관련된 암세포의 
악성화에 관여하는 타겟 분자를 도출하였다. 또한 miR-148a 신호 경로가 
종양세포에 미치는 기능을 연구하였다. 
 본 연구에서는 간세포 손상을 제어하고 간세포암 진행을 억제하는 
신규 마이크로RNA를 도출하고 그 제어 기전을 규명하였다. 알코올로 
인한 간세포 손상을 제어하는 신규 조절자로서 miR-148a와 그 상위 
전사인자 Forkhead box protein O1(FoxO1) 및 하위 신호로 작용하는 
thioredoxin interacting protein(TXNIP)의 조절을 통한 생리적 기능을 새롭게 
제시하였다. 또한 간세포암의 악성화에 관여하는 miR-148a 신호 회로를 
도출하고 타겟 유전자인 USP4의 발현 억제를 통한 암세포의 증식 및 
이동성 억제 효능을 검증하였다.  
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II. 연구재료 및 방법 
II-1. 시약 및 재료  
 FoxO1, IL-1, NLRP3, Smad2와 p-Smad2 항체는 Cell Signaling (Beverly, 
MA, USA)에서 구입하였다. TXNIP, NLRP3, ASC, USP4와 TGFR1항체는 
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)으로부터 구매하였다. 
Caspase-1, CYP2E1, FoxO3a와 USP4 항체는 Abcam (Cambridge, UK)에서 
공급받았다. Horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit과 goat anti-
mouse IgGs는 Zymed Laboratories (San Francisco, CA, USA)에서 구입하였고, 
-actin 항체는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구매하였다. Alexa 
Fluor 488–conjugated anti-mouse IgG, Alexa Fluor 555–conjugated anti-rabbit IgG, 
Fluorescein–conjugated anti-rabbit IgG과 Alexa Fluor 568–conjugated anti-mouse 
IgG는 Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)에서 구입하였다. 
 
II-2. 인체 조직 시료 
 알코올성 간질환 환자의 시료는 hospital clinic of Barcelona (Barcelona, 
Spain)에서 2011년에서 2015년 사이 알코올성 간염으로 진단받은 환자와 
정상인의 간조직들을 사용하였다. 간세포암 환자의 시료는 서울아산병원 
(Seoul, Korea)에서 2006년과 2009년 사이에 외과적으로 암 제거 수술을 
받고 시료를 기증한 59명 간세포암 환자들의 암 조직과 주변 정상 
조직들을 사용하였다. 간 병리학자의 판독 하에 미세혈관침습을 
보이는(microvascular invasion, MVI) 19개의 암조직과 이들과 tumor node 
metastasis(TNM) 병기가 일치하는 미세혈관침습이 없는(non-microvascular 
invasion, non-MVI) 40개의 암조직 시료를 선택하였다. 종양은 World Health 
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Organization의 병리 조직학적 분류기준에 근거하여 분류하였다. 두 질환 
모두 모든 환자의 동의서를 받았고, 실험 프로토콜은 1975 헬싱키 
선언의 윤리 가이드라인을 준수하였으며 각각 hospital clinic of barcelona의 
윤리위원회 승인과 서울아산병원IRB 승인(#2012-0133)을 획득하였다. 
 
II-3. 병리 동물모델  
 알코올성 간질환 동물모델은 마우스에 정상식이 또는 5% (vol/vol) 
알코올 함유식이(Lieber-DeCarli diet, 총 열량의 36%가 알코올로부터 
제공)를 총 4-6주 동안 먹이거나, 음용수 혹은 5g/kg body weight의 
알코올을 음용수에 희석하여(binge alcohol diet) 하루에 두 번 7일 동안 
먹였다. 후자의 경우 식이 섭취와 음용수는 자유롭게 접근할 수 있게 
하였다. 간세포암 환자에서 기인한 간암 이종이식은 NOD/SCID 마우스에 
세 명의 간세포암 환자로부터 얻은 간세포암 적출물(약 200 l)을 
경피주입하였다(1세대). 종양 부피는 일주일에 2회 측정하였고 종양이 
1cm3 크기로 성장하면 BALB/c-누드 마우스에 계대이식하였다(2세대). 
종양의 성장 속도 및 H&E 염색을 통하여 계대이식에 따른 간암세포의 




 마우스 유래 정상 간세포주인 AML12, 인간 간암세포주인 HepG2 와 
인간 배아 신장세포주 HEK293는 American Type Culture Collection 
(Manassas, VA, USA)에서 구입하였다. Hep3B, SK-Hep1, SNU886, SNU423, 
SNU475, SNU398, SNU878, SNU449, Huh7, PLC 간암세포주들은 한국세포주 
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은행 (KCLB, Seoul, South Korea)에서 구입하였다. 마우스로부터 얻은 일차 
간세포는 기존에 확립된 방법에 의해 분리하였다 (Goodnough et al., 2012). 
모든 세포주 및 일차 간세포는 5% CO2가 공급되는 37C 의 배양기에서 
10% fetal bovine serum, 50 U/ml penicillin 및 50 g/ml streptomycin 을 함유한 
각각의 배지에서 계대 배양하여 실험에 사용하였다. Huh7은 RPMI 배지를, 
AML-12 세포주는 insulin-transferrin-selenium X와 dexamethasone (40 ng/mL; 
Sigma)이 포함된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium/F-12 배지를, 다른 
세포주 및 일차 간세포는 Dulbecco’s modified Eagle’s medium 배지를 
사용하였다. 
 
II-5. 마이크로RNA의 Realtime RT-PCR 
 TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)을 사용하여 세포 및 조직에서 
추출한 총 RNA(1 g)로 miScript Reverse Transcription kit (Qiagen GmbH, 
Hilden, Germany)를 이용하여 cDNA를 얻었다. 마이크로RNA 발현양은 
miScript SYBR Green PCR kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany)를 이용해 
제조사의 지시된 방법에 따라 ABI StepOne plus Real-Time PCR System 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 기계에서 측정하였고, 결과값은 
U6의 상대적인 값으로 보정하였다. 증폭된 산물의 특이성은 melting curve 
분석을 통하여 확인하였다. DNA 증폭에 사용된 primer는 다음과 같다. 
MiR-148a, 5’- TCAGTGCACTACAGAACTTTGT-3’, miR-148b, 5’-
TCAGTGCATCACAGAACTTTGT-3’, U6 5’-AATTCGTGAAGCGTTCCATATT-
3’. 알코올성 간염 환자의 샘플은 Mir-X miRNA First-Strand Synthesis Kit 
(Takara Bio Europe/Clontech, Saint-Germain-en-Laye, France)로 제조사의 




II-6. cDNA의 Realtime RT-PCR 
 TRIzol을 사용하여 세포 및 조직에서 추출한 총 RNA(1.5 g)와 d(T)16 
primer 및 AMV 역전사효소를 사용하여 cDNA를 얻었다. 확보한 cDNA 
및 SYBR green dye (Takara, Japan)를 사용하여 제조사의 지시된 방법에 
따라 ABI StepOne plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, 
CA, USA) 기계에서 측정하였다. 결과값은 18sRNA 또는 -actin 유전자의 
상대적인 값으로 보정하였다. 또한 melting curve 분석을 통하여 증폭된 
산물의 특이성을 확인하였다. 알코올성 간염 환자의 샘플은 High-Capacity 
cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)를 
사용하여 cDNA를 얻고 Taqman Human Assays 프로토콜에 따라 Taqman 
probes (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 를 사용하여 ABI 7900 
HT cycler (Life Technologies, Grand Island, NY, USA) 기계에서 측정하였다. 
cDNA 증폭을 위해 실험에 사용한 프라이머(primer) 서열은 다음과 같다. 
mouse actin, 5’- CTGAGAGGGAAATCGTGCGT -3’ 그리고 5’- 
TGTTGGCATAGAGGTCTTTA -3’; 18s RNA, 5’- 
GTAACCCGTTGAACCCCATT -3’ 그리고 5’- CCATCCAATCGGTAGTAGCG 
-3’; mouse FoxO1, 5’- CTGGGTGTCAGGCTAAGAGT -3’ 그리고 5’- 
GGGGTGAAGGGCATCTTT -3’; mouse TXNIP, 5’- 
TCAAGGGCCCCTGGGAACATC -3’ 그리고 5’- 
GACACTGGTGCCATTAAGTCAG -3’; mouse pri mir-148a, 5’- 
CCTGCAGGACGAAACTTCCA -3’ 그리고 5’- AAAGGA 




3’; human actin, 5’-CTCTTCCAGCCTTCCTTCCTG-3’ 그리고 5’-
CAGCACTGTGTTGGCGTACAG-3’; human E-cadherin, 5’-
TGAAGGTGACAGAGCCTCTGGA-3’ 그리고 5’-
TGGGTGAATTCGGGCTTGTT-3’; human USP4, 5’-
ACCATTGCAACCATCGAGAA-3’ 그리고 5’-TTTTGACTGCAAGGTCTGCC-
3’. Taqman probes는 다음과 같다. 18sRNA, Hs99999901_s1; human FoxO1; 
Hs01054576_m1; human TXNIP, Hs01006900_g1. 
 
II-7. 조직학적 검사 
1) 면역 조직화학적 염색: 간조직 검체를 10% neutral buffered formalin에 
고정하여 제작한 파라핀 포매 조직을 4 μm 두께로 박절하여 슬라이드에 
표본을 부착하였고, TXNIP, Caspase-1, USP4 항체를 반응시켜 염색하였다. 
2) 형광면역염색: 4% 파라포름알데히드탈파라핀으로 고정한 세포를 0.3% 
Triton X-100으로 peameabilzation 시키고 TXNIP와 NLRP3 항체로 
반응시켰다 Fluorescein–conjugated anti-rabbit IgG와 Alexa Fluor 568–
conjugated anti-mouse IgG (1:500, Invitrogen, Carlsbad, CA)를 2차 항체로 
반응시켜 형광표지 한 후 hoechst 33342 NucBlue® Live ReadyProbes TM 
Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)가 포함된 봉입물질을 넣고 
덮개유리로 봉하였다. 
 
II-8. 생물정보학적 분석 
 알코올성 간염 환자의 유전자 발현은 Gene Expression Omnibus 
(GSE28619)을 이용하여 분석하였다. 유클리드 거리 측정 (K=4)으로 K 
평균 군집 분석을 하였으며 가장 감소하는 1개 군의 유전자들을 
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도출하였다. Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID 6.7; 
http://david.avcc.ncifcrf.gov/ref) 온라인 생물정보학적 도구를 사용하여 gene 
ontology 분석을 수행하고 ‘세포 죽음’ 및 ‘전사 조절’에 공통적으로 
관여하는 유전자를 대상으로 STRING v9.1 데이터베이스를 사용하여 
네트워크를 도출하였다. MiR-148a의 유전자 타겟들은 TargetScan 
알고리즘을 통해 예측하였고, gene ontology 분석 수행 후 ‘세포이동’에 
관여하는 유전자를 네트워크화 하고 Cytoscape 소프트웨어로 
도식화하였다.  
 
II-9. 면역화학적 분석 (Immunoblot analysis)  
 세포 추출액에서 얻은 동량의 단백질을 sodium dodecylsulfate-
polyacrylamide 젤 전기영동법(SDS-PAGE)으로 분리한 후 nitrocellulose 
membrane에 단백질을 전이시켰다. 5% 탈지유 용액에 1시간 반응시킨 후 
1차 항체로 반응시켰다. 그 후 2차 항체로 HRP-conjugated IgG를 1시간 
반응시키고 ECL chemiluminescence system (GE Healthcare)를 사용하여 
발색하였다. 
 
II-10. 세포 분획법  
 전세포 추출액 (whole cell lysate)은 기확립된 방법에 따라 분리하였다 
(Hwahng et al., 2009). Bradford assay 실험법에 따라 Bio-Rad (Hercules, CA, 
USA)의 단백질 정량 kit를 사용하여 단백질의 농도를 정량하였다.  
 
II-11. 형질도입 (Transfection) 
 FoxO1 과발현 플라스미드는 Addgene (Cambridge, MA, USA)에서 
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공급받았고, Myc-DDK-tagged-USP4 과발현 플라스미드는 Origene (Rockville, 
MD, USA)에서 구매하였다. 세포 배양 용기 (6 well plate)의 50-70% 정도 
배양된 세포에 FuGENE HD (Promega) 또는 Amaxa Nucleofection system 
(Amaxa Biosystems, Gaithersburg, MD, USA)를 사용하여 과발현 플라스미드 
(1 g) 또는 과발현 플라스미드의 backbone 만을 가지는 플라스미드 
(Mock-transfection)를 세포 내로 도입하였다. USP4를 과발현하는 Stable cell 
제작을 위해서 트랜스펙션 된 세포는 500 μg /ml의 G418 (geneticin; Life 
Technologies, USA)을 이용하여 선별하였다. 구축된 세포주는 1개월 이상 
선별하였다. FoxO1과 TXNIP을 억제하기 위해 Santa Cruz Biotechnology 
(Santa Cruz, CA, USA)에서 구매한 각 siRNA와 대조군 siRNA를 사용하여 
형질도입하여 분석하였다. GenePharma (China)에서 구입한 miR-148a의 
유사체 및 2’-O-메칠화 저해제와 각각의 대조 유사체 및 저해제를 세포에 
일시적으로 도입하였다.  
 
II-12. 리포터 유전자 분석 (Reporter gene assay) 
 MIR148A 유전자의 promoter 영역 –1,800 bp 에서 +1,097 bp를 포함하는 
리포터 유전자인 pGL3-FoxO1 response element(RE) 및 FoxO1의 RE중 
RE3의 서열을 변형한 mutant FoxO1 RE3 플라스미드를 제작하였다. 
FuGENE HD를 사용하여 리포터 유전자를 도입하였다. 형질도입 효율을 
보정하기 위하여 pCMV-LacZ (20:1 비율) 플라스미드를 동시에 
도입하였다. 세포는 passive lysis buffer 를 이용하여 용해시켰고, 세포 
추출액 중의 firefly luciferase 활성을 측정하기 위하여 Luciferase Assay 
Reagent II (Promega, Madison, WI, USA)를 사용하였다. Firefly luciferase 




II-13. 3’UTR 리포터 유전자 분석 
 Luc-TXNIP-3’UTR과 Luc-USP4-3’UTR을 포함하는 리포터 유전자를 
GeneCopoeia (Rockville, MD, USA)에서 구매하였다. HEK293 세포 또는 
AML-12 세포나 HepG2 세포에 FuGENE HD를 이용하여 리포터 유전자와 
miR-148a 유사체(또는 저해제)를 같이 도입하였다. 48시간 후 Luc-Pair miR 
Luciferase Assay kit (GeneCopoeia)를 사용하여 활성을 측정하였다. 
 
II-14. 염색질면역침전법 (Chromatin immunoprecipitation assays) 
 HepG2 세포에 FoxO1을 과발현 시킨 후 포름알데히드로 염색질과 
cross-linkikng 시켰다. EZ-ChIP assay kit (Upstate Biotechnology, Lake Placid, 
NY, USA)를 사용하여 제공된 실험법에 따라 수행하였다. PCR은 MIR-
148A의 유전자 프로모터에 FoxO1 결합 부위를 포함하는 프라이머를 
사용하였고 그 서열은 다음과 같다. FoxO1-RE 1/2: sense, 5'- 
GGTTCGTCTGCTACCCAACA -3', antisense, 5'- 
GAGCCAGCCTGCTGATGTAA -3'; FoxO1-RE 3: sense, 5'- 
ACAACAGAACAGGCAGCAGA -3', antisense, 5'- 
CCCCATTTCCCCCTATGGAA -3', 유전자의 비 결합 영역(irrelevant region) 
서열은 아래와 같다. sense, 5’- AAATTGATTCTACGTGCCCG - 3’, antisense, 
5’- GTCCCCTTCTTTTTCCTTGG -3’. 
  
II-15. 유세포측정법 
 Pyroptosis 분석을 위해 FAM-FLICA in vitro Caspase-1 Detection Kit 
(ImmunoChemistry Technologie, Bloomington, MN, USA)을 사용하여 제공된 
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방법에 따라 진행하였다. 형질도입한 세포를 trypsin처치로 떼어내고, 20% 
FBS를 첨가한 세포 배지에서 FAM-FLICA와 propidium iodide (PI)로 
염색하였다. TXNIP와 FoxO1의 분석은 과발현한 세포를 trypsin 처치로 
떼어낸 후, 0.3% Triton X-100이 함유된 TXNIP와 FoxO1 항체로 반응시켰다. 
Alexa Fluor 488–conjugated anti-mouse IgG과 Alexa Fluor 555–conjugated anti-
rabbit IgG (1:200, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 2차 항체로 사용하였다. 
각 세포의 형광 강도는 FACS Calibur II flow cytometer와 CellQuest software 
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA)로 분석하였다. 
 
II-16. 면역침강법 
 TXNIP와 NLRP3의 결합을 관찰하기 위해 세포 균질액의 단백질 500 
μg에 표적 단백질에 대한 항체 3 μg 을 넣고 4°C에서 12-18시간 
반응시켰다. 항원-항체 결합체를 단백질 G 아가로오스 비드와 4°C에서 
2시간 동안 반응시킨 후 침전시키고 끓는 물에 5분간 반응시켰다. 추출된 
단백질을 면역화학적 방법으로 관찰하였다. 
  
II-17. 렌티바이러스 (lentivirus)를 이용한 세포선택적 유전자 전달 
 마우스의 miR-148a precursor sequence를 albumin 프로모터를 포함하는 
플라스미드에 삽입한 후 lentivirus를 제작하였다. 마우스의 꼬리 정맥으로 
대조군 또는 pre-miR-148a를 발현하는 렌티바이러스를 주입하였다 
(마우스당 200 L PBS주사액에 2×107 바이러스 포함). 바이러스 주입 7일 
이후 정상식이 또는 5% (vol/vol) 알코올함유식이 (Lieber-DeCarli diet)를 총 
4주간 시행하였다. 동물실험은 서울대학교 동물실험 윤리위원회 
(Institutional Animal Use and Care Committee)의 지침에 따라 시행하였고 
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실험 프로토콜은 서울대학교 IBC의 승인을 획득하였다 (SNUIBC-
R151119-1). 
 
II-18. 체외 세포의 이동성 분석법  
 세포의 이동성 분석은 폴리카보네이트 필터로 된 24-well transwell unit 
(Corning Coster, Cambridge, MA)을 사용하여 수행하였다. 1.5 ×105 cells/ml 
농도의 stable HepG2-WT, HepG2-USP4 세포 및 miR-148a 유사체나 
저해제를 도입한 세포주를 type I 콜라겐(Collaborative Research, Lexington, 
KY)으로 필터 아래가 코팅된 상기 transwell plate의 상부에 위치시키고 
세포를 14시간 동안 배양하였다. 메탄올을 사용하여 세포를 고정한 후, 
hematoxylin에 10분, eosin에 4분간 염색한 뒤, transwell 상층부에 이동하지 
못한 세포들은 면봉으로 제거하였다. 현미경(x20배율)으로 관찰하여 
필터의 하부로 이동한 세포의 수를 세어 이동성 표현형질을 결정하였다. 
각 분석마다 8개 영역의 세포 수를 세었고, 각 시료는 세 번씩 동일한 
실험을 반복하였다. 
 
II-19. MTT 정량 분석법 
 Stable HepG2-WT, HepG2-USP4 세포주와 miR-148a 유사체가 도입된 
세포주를 3시간 동안 혈청이 결여된 배지에서 배양한 후 1 × 104 cells/ml 
농도의 세포로 48 well plate에서 24시간 동안 배양한 후 0.25 g/ml 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT)을 넣어 1시간 
반응시켰다. MTT가 포함된 배양액을 버리고, dimethylsulfoxide를 0.2 
mL/well씩을 넣어 MTT formazan을 용해한 후, 540nm의 흡광도에서 ELISA 






 면역화학적 분석에서는 단백질의 발현 밴드를 Image Scan and Analysis 
System (Alpha-Innotech Corporation, San Leandro, CA, USA)을 사용하여 
배경을 제외시킨 밴드 영역의 강도를 Adobe Photoshop CS5 software로 
정량하였다. One way analysis of variance, unpaired 또는 paired Student’s t-
test로 그룹간 유의성을 평가하였다. 데이터는 산술평균 ± SEM로 
표기하였으며 통계적 유의성은 p<0.05 또는 p<0.01을 기준으로 하였다. 
SPSS 프로그램을 이용하여 Spearman의 상관분석방법에 따라 상관계수 
(r)을 구하였고 Kaplan–Meier 생존분석법으로 생존분석을 하였다. Mir-
148a의 발현이 높거나 낮은 군의 차이는 카이제곱 검정(Chi-square 
test)으로 유의성을 평가하였고 기대빈도가 작은 군은 피셔(Fisher)의 
정확한 검정을 사용하였다.  
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III. 연구 결과 
1. 알코올에 의한 간세포 손상 모델에서 miR-148a의 발현 변화 
 알코올에 의한 간세포 손상 모델에서 마이크로RNAs의 변화를 
알아보고자 알코올성 간염 환자의 간조직 마이크로RNA 
마이크로어레이데이타(GSE59492)를 분석하였다. 건강한 사람의 간조직과 
비교하여 알코올성 간염 환자의 간조직에서 가장 현저히 감소한 
마이크로RNA는 miR-148a이었다 (Fig. 1A). qRT-PCR을 통해서 대조군에 
비해 알코올성 간염 환자의 간조직에서 miR-148a의 발현이 유의적으로 
감소함을 확인하였다 (Fig. 1B). MiR-148b의 발현은 유의미한 차이를 
보이지 않았다. 자유롭게 또는 위장관으로 알코올을 투여하는 모델을 
이용하여 알코올성 간질환의 이행을 연구하였다(Brandon-Warner et al., 
2012; Shukla et al., 2013). 만성적으로 알코올을 섭취한 Lieber-DeCarli 동물 
모델(Lieber-DeCarli liquid alcohol diet, 6주 투여)과 폭음 섭취군(binge 
alcohol drinking, 5 g/kg body weight, 주2회, 1주일동안 경구투여)에서도 miR-
148a의 발현은 감소하였다 (Fig. 1C). Lieber-DeCarli 모델에서 알코올에 
의한 간세포의 손상을 관찰할 수 있었고 (Fig. 1D upper), 이때 miR-148a의 
발현은 혈청 ALT 및 TG의 농도 변화와 역상관성을 보였다 (Fig. 1D 
lower). 또한 알코올에 의한 miR-148a의 발현 감소는 마우스에서 분리한 
간세포 및 AML-12세포에서도 관찰되었다 (Fig. 1E). 이러한 결과는 miR-
148a의 발현이 알코올에 의한 간손상 모델에서 중요한 역할을 할 























Figure 1. Dysregulation of miR-148a in AH patients or ALD animal models 
(A) Heatmap of the significantly down-regulated miRNAs in AH patients (n=13) as 
compared to normal controls (n=6) (GSE59492) (log2 fold change <1, p<0.01). 
(B) qRT-PCR assays for miR-148a and miR-148b in AH patient or normal control 
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liver (n=6 or 12 each). Each point represents one sample, and the horizontal line 
does the mean value.  
(C) qRT-PCR assays for miR-148a in mouse liver samples. Mice were fed on either 
control diet or Lieber-DeCarli alcohol liquid diet for 6 weeks (n=6 or 10 each), or 
received oral gavage of 5 g/kg alcohol twice a day for 7 days (n=7 each). Data 
were shown as box and whisker plot. Box, interquartile range (IQR); whiskers, 5–
95 percentiles; and horizontal line within box, median. Con, control diet; EtOH, 
alcohol-containing diet. 
(D) Liver histopathology (H&E, scale bar, 50 m), blood biochemical parameters 
and correlations between miR-148a levels and serum ALT activities (or TG 
contents) using the same samples from the Lieber-DeCarli mouse model. Data 
represented the mean  SEM (n=6 or 10 each, **p<0.01). 
(E) qRT-PCR assays for miR-148a in hepatocytes. Mouse primary hepatocytes or 
AML-12 cells were exposed to 100 mM ethanol for 48 h. Data represented the 
mean  SEM (n=3 each, **p<0.01). Con, control; EtOH, ethanol treatment 
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2. 알코올에 의한 간세포 손상 모델에서 FoxO1의 발현 변화 
 알코올에 의한 간손상시 miR-148a의 발현 감소와 관련된 분자 기전을 
탐구하고자 알코올성간염 환자의 간조직 cDNA 마이크로어레이 
데이터(GSE28619)를 분석하였다. K 평균 군집 알고리즘(K=4)을 사용하여 
알코올성 간염 환자에서 감소한 유전자군을 추출하였다. 그 중 가장 
감소한 1개군의 약 3,310개의 유전자들을 DAVID 데이터베이스로 gene 
ontology 분석을 하여 ‘세포 죽음 억제 조절’과 ‘전사 조절’에 관여하는 
유전자를 찾았다. STRING 데이터베이스를 이용하여 2가지 신호 경로에 
공통적으로 관여하는 유전자들의 상호관계 분석하였고, FoxO1이 두 
경로에 관여하는 유전자들의 핵심 유전자로 도출되었다 (Fig. 2A) qPR-
PCR로 알코올성 간염 환자에서 FoxO1 mRNA 발현 감소를 관찰하였다 
(Fig. 2B). 폭음 섭취군의 동물에서도 동일한 결과를 얻었다 (Fig. 2C). 
또한 Lieber-DeCarli 동물 모델과 폭음 섭취군에서 FoxO1의 단백 발현이 
감소함을 확인하였다 (Fig. 2D). 이상의 결과는 전사인자인 FoxO1의 발현 
감소가 알코올에 의한 간세포 손상을 수반하는 여러 병리현상과 연관될 




Figure 2. Inhibition of FoxO1 in AH patients or ALD animal models 
(A) K-mean cluster and gene ontology analyses using the AH patient liver samples. 
FoxO1 was predicted as an inhibitor of alcohol-induced cell death among the most 
highly differentially expressed genes in GEO dataset (GSE28619). Blue, 
underexpression; and Red, overexpression (left). The genes were selected in the 
categories of two gene ontology pathways (p<0.05) associated with transcriptional 
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regulation and programmed cell death (right).  
(B) qRT-PCR assay for FOXO1 in the liver of AH patients (n=5 or 12 each). Each 
point represents one sample, and the horizontal line does the mean value.  
(C) qRT-PCR assay for Foxo1 in the liver of mice subjected to binge alcohol 
drinking (n=7, each). Data were shown as box and whisker plot. Box, interquartile 
range (IQR); whiskers, 5–95 percentiles; and horizontal line within box, median. 
(D) Immunoblottings for FoxO1 and FoxO3a in the livers from the Lieber-DeCarli 
or binge alcohol animal models. 
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3. FoxO1에 의한 전사적 miR-148a의 발현 조절 
 FoxO1의 발현 감소가 miR-148a의 발현 조절과 관계가 있는지 
알아보고자 알코올성 간염 환자 및 알코올 투여 동물에서 FoxO1과 miR-
148a의 상관성을 분석하였다. 알코올성 간염 환자 및 건강한 사람의 
간조직에서 FoxO1과 miR-148a는 강한 상관성을 보였다 (Fig. 3A). 
알코올을 섭취한 동물 모델에서도 유사한 상관성이 나타났다 (Fig. 3B). 
이를 바탕으로 FoxO1이 miR-148a의 발현을 증가시키는지 알아보고자 
FoxO1을 과발현하고 primary와 mature 형태의 miR-148a의 변화를 
관찰하여 이들이 증가함을 관찰하였다 (Fig. 3C). MIR148A 유전자의 
전사개시지점(transcription start site)은 보고되었다(Goedeke et al., 2015). 
FoxO1이 miR-148a의 발현을 전사적으로 조절하는지 알아보기 위해 
MIR148A의 프로모터 분석을 시행하였다. PROMO 분석에서 -3kb 길이의 
MIR148A의 프로모터 부위에 FoxO1이 결합 가능 부위가 존재하였다 
(Figure 3D, upper). ChIP 실험을 통해 FoxO1이 MIR148A의 프로모터 부위 
중 프록시말 부분(proximal site-RE3)에 결합함을 확인하였다 (Figure 3D, 
middle). FoxO1의 특이적 결합은 유전자의 비결합영역을 타겟하는 
비특이적 프라이머를 사용하여 PCR 실험을 수행한 결과를 통해서도 
지지되었다 (Figure 3D, lower). 또한, FoxO1의 발현 저하에 의해 miR-
148a의 유전자 프로모터의 활성이 감소하는 것을 확인하였다 (Fig. 3E). 
하지만 FoxO1의 결합 부분 RE3의 mutant 프로모터를 삽입한 상태에서는 
프로모터의 활성 변화가 관찰되지 않았다. 이러한 결과는 FoxO1이 




Figure 3. Transcriptional induction of MIR148A by FoxO1 
(A) Correlations between FOXO1 transcript and miR-148a levels in AH patients.  
(B) Correlations between FoxO1 protein and miR-148a levels in ALD animal 
models. 
(C) qRT-PCR assays for primary or mature forms of miR-148a in AML-12 cells 
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transfected with Mock or FoxO1.  
(D) ChIP assays for FoxO1 binding to the promoter regions of MIR148A. HepG2 
cells were transfected with Mock or FoxO1 overexpression vector. DNA-protein 
complexes precipitated with anti-FoxO1 antibody were subjected to PCR 
amplifications using the primers flanking the indicated FoxO1-response elements 
(FoxO1-REs). IgG immunoprecipitation represents negative control. The 
specificity of FoxO1 binding was verified using the primers targeting an irrelevant 
region in the promoter. One tenth of cross-linked lysates served as the input control. 
(E) MIR148A promoter reporter assays using FoxO1-RE 3 wild-type (WT) or 
mutant (Mut) luciferase constructs in HepG2 cells transfected with si Con or si 
FoxO1.  




4. 알코올에 의한 간세포 손상 모델에서 miR-148a에 의한 TXNIP 
발현 조절 
 알코올에 의한 간세포 손상 모델에서 miR-148a의 변화에 따른 병리적 
역할을 탐구하기 위해 miR-148a의 타겟유전자를 도출하고자 하였다. 
Lieber-DeCarli 모델에서 miR-148a의 발현과 혈청 ALT 및 TG의 농도는 
역상관관계를 나타내었으므로, TargetScan으로 예측한 miR-148a의 잠재적 
타겟 중 ‘계획적 세포 죽음’과 ‘지방/탄수화물 대사’ 신호 경로에 
공통으로 관여하는 TXNIP에 주목하였다. (Fig. 4A). TXNIP는 다른 
생물정보학 데이터베이스들(PicTar, miRanda, and DIANA)을 이용한 
분석에도 miR-148a의 잠재적 타겟으로 예측되었다. 알코올성 간염 
환자에서 TXNIP의 mRNA 발현은 증가하는 경향을 보였으나 통계적으로 
유의미하지는 않았다 (Fig. 4B left). 하지만 miR-148a와 TXNIP의 mRNA 
발현은 유의적으로 역상관관계를 나타내었다 (Fig. 4B right). 폭음 
섭취모델에서 TNXIP의 mRNA 발현은 증가하였다 (Fig 4C). 이러한 
효과는 Lieber-DeCarli 모델에서는 관찰할 수 없었다. 그러나 TXNIP의 
단백 발현은 두 모델에서 모두 증가하였다. 또한 마우스에서 분리한 
간세포 및 AML-12세포에서도 알코올 처치에 의한 TXNIP의 발현 증가를 
확인하였으며 (Fig. 4D), 이는 간세포에서 알코올에 의한 직접적 효과로 
TXNIP의 발현 변화가 나타남을 지지한다.  
 MiR-148a에 의한 TXNIP의 발현 변화를 관찰하기 위해, miR-148a의 
유사체 또는 억제제를 도입하여 기능적인 분석을 시행하였다. MiR-148a 
유사체를 도입하였을 때에는 TXNIP의 발현이 감소하였고, miR-148a 
저해제를 도입하였을 경우 TXNIP의 발현은 증가하였다 (Fig. 4E). TXNIP 
mRNA의 3’untranslated region (UTR) 부위에 miR-148a가 결합할 것으로 
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추정되는 부위가 존재하였으므로 (Fig. 4F upper), miR-148a가 직접적으로 
TXNIP의 발현을 억제하는지를 확인하고자 하였다. 예상대로 pEZX-
TXNIP-3’UTR luciferase construct를 이용하여 miR-148a 유사체를 도입한 
결과 리포터의 활성이 감소하였고, miR-148a 저해제를 도입하였을 때는 
반대의 결과를 나타내었다 (Fig. 4F lower). 알코올 처치에 의한 간세포 
손상시에도 miR-148a가 TXNIP의 발현에 영향을 미치는지 알아보기 위해, 
1주일간 알코올을 섭취한 마우스의 간세포를 분리하고 거기에 miR-148a 
유사체를 도입하였다. 그 결과 miR-148a 유사체 도입에 의해 TXNIP의 
mRNA 및 단백 발현이 감소하였다 (Fig. 4G). FoxO1에 의한 TXNIP의 
발현 저하 및 miR-148a 저해제를 통한 억제효과도 세포 실험으로 
확인하였다. FoxO1을 과발현하였을 때에는 알코올 처리에 따른 TXNIP의 
발현 증가가 저해되었으며, miR-148a 저해제를 도입하였을 때에는 그 
효과가 약화되었다 (Fig. 4H). 8주간 알코올을 섭취한 마우스 간 조직의 
cDNA 마이크로어레이 데이터(GSE67546)를 분석하였을 때에도, 알코올 
섭취에 의해 FoxO1은 감소하고 TXNIP는 증가하였으며, FoxO1과 
TXNIP는 음의 상관성을 보였다 (Fig. 4I).. 이러한 결과들은 간세포에서 
알코올에 의한 FoxO1 매개 miR-148a의 발현 저하가 TNXIP 유도에 




Figure 4. TXNIP overexpression as a result of miR-148a dysregulation by ethanol 
(A) Gene ontology analysis of putative target genes of miR-148a using two selected 




(B) qRT-PCR assays for TXNIP in AH patient liver samples (upper left). Each point 
represents one sample, and the horizontal line does the mean value. Correlations 
between miR-148a and TXNIP levels were analyzed (upper right). 
Immunohistochemistry for TXNIP in AH patient liver samples (lower). 
(C) qRT-PCR or immunoblotting assays for TXNIP in the liver samples from 
Lieber-DeCarli (n=6 or 10 each) and binge alcohol (n=7 each) mouse models. Data 
were shown as box and whisker plot. Box, interquartile range (IQR); whiskers, 5–
95 percentiles; and horizontal line within box, median. 
(D) Immunoblottings for TXNIP in the lysates of mouse primary hepatocytes or 
AML-12 cells treated with 100 mM ethanol for 48 h. 
(E) qRT-PCR or immunoblotting assays for TXNIP in the lysates of AML-12 cells 
transfected with miR-148a mimic for 48 h (left) or miR-148a ASO for 72 h (right). 
(F) TXNIP-3’UTR luciferase activity assays using HEK293 cells transfected with 
control mimic or miR-148a mimic, or HepG2 cells transfected with Con ASO or 
miR-148a ASO.  
(G) qRT-PCR or immunoblotting assays for miR-148a-modulated mouse primary 
hepatocytes isolated from the mice treated with binge alcohol for 7 days. 
(H) Immunoblotting assays for TXNIP in the lysates of AML-12 cells treated with 
ethanol for 48 h after transfection with FoxO1 (or Mock) and miR-148a ASO (or 
Con ASO). Values indicate intensities relative to Mock control. 
(I) FoxO1 and TXNIP transcript levels in liver samples from Lieber-DeCarli diet 
mouse model (n=4 or 5 each) using cDNA array database (GSE67546). Data were 
shown as box and whisker plot. Box, interquartile range (IQR); whiskers, 5–95 
percentiles; and horizontal line within box, median. Correlation analyses were done 
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using the same database. 




5. TXNIP 의존적 inflammasome에 의한 간세포의 pyroptosis 
 Inflammasome의 활성화는 다양한 간질환의 진행에 관여한다(Szabo et 
al., 2012). TXNIP는 NLRP3에 결합하여 NLRP3 inflammasome을 
활성화시키므로(Zhou et al., 2010), 알코올에 의한 간세포 손상에서 TXNIP 
매개 NLRP3 inflammasome의 역할을 탐구하고자 하였다. 알코올성 간염 
마우스 간 조직의 RNA시퀀싱데이터 (GSE97234)를 분석하였을 때, 
inflammasome 유전자인 NLRP3, ASC, IL-1의 발현이 증가하였다 (Fig. 5A). 
마우스에서 분리한 간세포 또는 AML-12 세포에 알코올을 처리한 
샘플에서 NLRP3의 mRNA 및 단백 발현 증가를 관찰하였다 (Fig. 5B). 
알코올 처리에 의해 활성형의 caspase-1과 ASC의 단백발현도 증가하였다. 
면역염색을 통해 알코올을 처리한 세포에서 TXNIP와 NLRP3가 같은 
위치에서 염색됨을 알 수 있었다 (Fig. 5C). 또한 염색질 면역침강법에서 
알코올에 의해 TXNIP와 NLRP3의 결합이 증가함을 관찰하였고, 이러한 
결과는 miR-148a의 유사체 도입에 의해 저해되었다 (Fig. 5D left). 
TXNIP의 발현을 저해하였을 때에도 활성형의 caspase-1 발현이 
감소하였으나 NLRP3의 발현에는 영향을 주지 않았다 (Fig. 5D right). 
나아가, 알코올 처리에 의해 같은 위치에 염색된 TXNIP와 NLRP3의 
발현이 miR-148a 유사체 도입에 의해 감소함을 관찰하였다. (Fig. 5E) 
 Caspase-1은 계획된 세포의 죽음인 pyroptosis를 유도하므로(Wree et al., 
2014), 알코올에 따른 간세포 손상시 pyroptosis가 일어나는지를 
알아보고자 하였다. Pyroptosis의 표지자인 활성형의 caspase-1와 PI로 
이중형광염색 후 유세포 분석을 한 결과, 알코올 처치에 의해 caspase-
1과 PI 모두 양성인 세포수가 증가하였다 (Fig. 5F). 이러한 결과는 miR-
148a 유사체 도입에 의해 약화되었다. 유사하게, TNXIP의 발현을 
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억제하였을 때에도 알코올에 의해 증가된 이중 형광염색세포수가 
감소하였다. 이상의 결과는 알코올에 의한 간세포의 손상시 




Figure 5. Pyroptosis of hepatocytes as mediated by TXNIP-dependent 
inflammasome activation  
 
 ３４
(A) Heatmap of the inflammasome genes in liver tissues with AH mice as 
compared to normal controls (n=3 each) (GSE97234) 
(B) qRT-PCR or immunoblotting assays for NLRP3 and other inflammasome 
markers in mouse primary hepatocytes or AML-12 cells treated with 100 mM 
ethanol for 48 h. Data represented the mean ± SEM (n=4 each, *p<0.05, **p<0.01). 
(C) Confocal images of TXNIP and NLRP3 in AML-12 cells treated with 100 mM 
ethanol for 48 h. 
(D) Immunoprecipitation or immunoblottings for TXNIP and NLRP3 
inflammasome markers in AML-12 cells exposed to 100 mM ethanol for 48 h 
immediately after transfection with miR-148a mimic (or Con mimic) (left) or 
TXNIP siRNA (or Con siRNA) (right).  
(E) Confocal images of TXNIP and NLRP3 in AML-12 cells treated with 100 mM 
ethanol for 48 h immediately after transfection with miR-148a mimic (or Con 
mimic). 
(F) Flow cytometric analyses using propidium iodide (PI) and active caspase-1 
markers. AML-12 cells were similarly transfected, and then treated with 200 mM 




6. 알코올에 의해 손상된 간세포에서의 inflammasome 활성  
 알코올에 의한 간세포 손상시 inflammasome의 활성화가 간세포 
내에서도 나타나는지 알아보기 위해, clodronate 리포좀을 이용하여 
마크로파지(macrohage)를 고갈시킨 뒤 알코올 처치에 따른 inflammasome 
활성화를 관찰하였다. Clodronate 리포좀 처처에 의한 마크로파지의 
억제는 F4/80 발현으로 확인하였다. Lieber-DeCarli 알코올 섭취를 5주간 
시행한 동물 모델의 간조직에서는 F4/80의 발현이 증가했으나, clodronate 
리포좀을 처치한 군에서는 이러한 증가가 관찰되지 않았다 (Fig. 6A). 
Clodronate 처치는 간세포의 조직학적 변화를 유도하지 않았고, 알코올에 
의한 간손상을 심화시키지 않았다 (Fig. 6B). TXNIP, active caspase-1, 
그리고 ASC의 발현은 알코올 섭취 군과 clodronate 처치 후 알코올 
섭취군 모두에서 증가하였다 (Fig. 6C). 하지만 NLRP3와 IL-1의 발현은 
알코올 섭취 군과 비교하여 clodronate 처치 후 알코올 섭취 군에서 
감소하였다. FoxO1의 발현은 두 군에서 차이가 없었다. 또한 clodronate 
처치는 혈청 ALT와 AST의 농도에도 영향을 주지 않았다 (Fig. 6D). 
면역조직화학적 염색에서도 TXNIP와 caspase-1의 발현은 
clodronate처리와 관계없이 알코올을 섭취에 의해 증가하였다. (Fig. 6E). 
이상의 결과는 알코올이 간세포 내에서도 inflammasome을 활성화시켜 
간세포 손상에 기여할 것임을 시사한다.  
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Figure 6. Ethanol-induced inflammasome activation in hepatocytes of mice treated 
with clodronate  
(A, B) Representative immunohistochemistry for F4/80 (scale bar, 100 m), and 
H&E staining (scale bar, 50 m). C57BL/6 mice were first intravenously injected 
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with 10 mL/kg body weight of clodronate (or vehicle), and after a week, they were 
subjected to Lieber-DeCarli alcohol liquid diet (or control diet) with additional 
injections of clodronate (5 mL/kg body weight, i.p., every 4 days) for 5 weeks. 
(C) Immunoblottings for TXNIP, inflammasome or other biomarkers.   
(D) ALT and AST activities. (n=3-6 each)  
(E) Immunohistochemistry for TXNIP or caspase-1. Representative liver sections 
were shown (n=3, each). Scale bar, 100 m  
For C and D, data represent the mean ± SEM (statistical comparisons among 
groups by one-way ANOVA with Fisher's Least Significant Difference (C) or 




7. 간세포 선택적 miR-148a 발현에 의한 간세포 손상 억제 
 알코올성 간질환에서 miR-148a의 변화에 따른 치료 효과를 관찰하기 
위해, albumin 프로모터 뒤에 miR-148a를 발현할 수 있는 유전자를 
삽입한 렌티바이러스 벡터를 제작하고 이를 통해 렌티바이러스를 
합성하였다. 간세포 선택적으로 miR-148a의 발현을 유도했을때, Lieber-
DeCarli 알코올 4주 섭취에 의한 간세포 손상 및 지질 축적이 
개선되었다 (Fig. 7A left). MiR-148a가 간세포에 잘 전달되었음을 간조직의 
miR-148a 발현을 관찰하여 증명하였다 (Fig. 7A right). 알코올 섭취에 
의해 증가한 TXNIP, ASC, caspase-1, 그리고 IL-1의 발현이 miR-148a의 
과발현에 의해 감소하였다 (Fig. 7B). 또한 알코올에 의한 FoxO1의 발현 
감소도 miR-148a 과발현에 의해 약화되었으나 NLRP3와 CYP2E1의 
발현은 변화되지 않았다. 면역조직화학적 염색에서도 알코올에 의해 
증가된 TXNIP와 caspase-1의 발현이 miR-148a의 과발현에 의해 
감소하였다 (Fig. 7C). 나아가 알코올 처리에 따라 증가한 체중 대비 간 
무게 비율, 혈청 ALT 농도, 혈청 및 간 내 TG 농도 모두 miR-148a 
과발현에 의해 개선되었다 (Fig. 7D). 상기 결과를 종합해 볼 때, miR-
148a는 TXNIP의 발현을 저해함으로써 알코올에 의한 간세포 내 




Figure 7. Inhibition of inflammasome and liver injury after hepatocyte-specific 
lentiviral delivery of miR-148a 
(A) H&E staining (scale bar, 50 m) and qRT-PCR assays for miR-148a in the liver. 
Mice were intravenously injected with a single dose of albumin promoter-pre-miR-
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148a lentiviruses (or control), and after a week, they were fed on a Lieber-DeCarli 
diet for 4 weeks as depicted in the scheme. (n=4-6, each group) 
(B) Immunoblotting assays for TXNIP, inflammasome or other biomarkers in liver 
homogenates.  
(C) Immunohistochemistry for TXNIP or caspase-1. Representative liver sections 
were shown (n=3, each). Scale bar, 100 m  
(D) Liver-to-body weight ratio and representative blood biochemical parameters.  
For A, B, and D, data represent the mean ± SEM. Significantly different as 
compared to each control, *p<0.05, **p<0.01. For, A, statistical significance of 
differences between two groups indicated (unpaired t-test). For B and D, statistical 
comparisons among groups by one-way ANOVA with Fisher's Least Significant 
Difference (B) or Bonferroni correction (D) for multiple comparisons.
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8. MiR-148a 변화에 따른 간세포암의 진행 
 간세포암에서 miR-148a의 변화를 알아보기 위해 간세포암 환자의 
시료에서 miR-148a의 발현을 분석하였다. 주변 정상조직(non-tumorous 
tissue, NT)에 비해 간세포암 시료에서 miR-148a의 발현이 감소함을 
관찰하였다 (Fig. 8A). 또한 미세혈관 침습이 없는 간세포암 시료에 비해 
미세혈관 침습이 있는 간세포암 시료 및 TNM 병기가 높은 간세포암 
시료에서 miR-148a의 발현이 더 감소함을 확인하였다. 간세포암 
시료에서 miR-148a의 중앙값(median)을 기준으로 miR-148a의 발현이 
높은 군과 낮은 군으로 분류한 뒤, Kaplan-Meier 생존분석법에 따라 
생존율을 분석하였다. 흥미롭게도 miR-148a의 발현이 낮은 그룹에서 
전체 생존율(overall survival rate)이 현저히 낮았다 (Fig. 8B, left). 뿐만 
아니라, miR-148a의 발현이 낮은 그룹에서 무재발생존율(recurrence free 
survival rate)도 낮았다 (Fig. 1B, right). 나아가, miR-148a의 발현 정도에 
따라 TNM 병기 및 -fetoprotein의 발현도 유의적으로 차이를 보였다 
(Table 1).  
 간세포암의 악성화에 관여하는 miR-148a의 하위신호를 알아보기 위해 
전이와 관련한 miR-148a의 잠재적 타겟을 분석한 결과, 16개의 유전자가 
‘세포 이동’에 관여하였다. 이 유전자들의 상호 관계를 STRING 
데이터베이스로 분석하였고, UBC, FGF2, 그리고 TGFBR1가 파트너 
유전자와 가장 큰 상호 관계를 가지는 ‘핵심 유전자’로 나타났다. 이 중 
UBC와 TGFBR1을 연결할 수 있는 유전자로 USP4가 예측되었다 (Fig. 
8C). USP4 mRNA의 3’UTR 부분에 miR-148a가 결합할 수 있는 영역이 
존재하였다 (Fig. 8D). 따라서, 간세포암의 진행과 관련하여 USP4를 miR-
148a의 잠재적 타겟으로 주목하였다. 면역화학적 분석 결과, USP4의 
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발현은 주변 정상조직에 비해 간세포암 시료에서 높았다 (Figure 8E). 
특히, 59명의 간세포암 환자 중 18명(31%)에서는 그 발현이 2배이상 
증가하였다. 면역조직화학적 염색에서도 USP4의 단백 발현이 주변 
정상조직에 비해 간세포암 시료에서 높았다 (Fig. 8F). 또한 USP4와 miR-
148a는 음의 상관성을 보였다 (Fig. 8G). 이러한 결과는 miR-148a 발현 
저하에 따라 간세포암 환자의 생존율이 낮아지고 간세포암 환자의 
예후가 나빠짐을 보여준다.  
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Figure 8. Survival and MVI rates of HCC patients in association with miR-148a 
dysregulation  
(A) qRT-PCR assays for miR-148a in HCC versus NT (left), or HCC with MVI 
versus non-MVI (right). The line indicates the mean. Statistical analysis was done 
by Student’s t-test.  
(B) The overall survival rates and recurrence free survival rates of HCC patients 
with high or low miR-148a expression.  
(C) A gene interaction network. Filled colors indicate subset core (red) and member 
(blue), whereas border colors do predicted targets of miR-148a (yellow). Line 
thickness represents interaction text-mining score measured using STRING 
database (left).  




(E) Immunoblottings for USP4. Protein levels were measured in 59 pairs of 
primary HCCs (T) and their adjacent NTs (N). A log2 fold change more than 1 or 
less than 1 was considered overexpression or suppression.  
(F) Immunohistochemical analyses for USP4. Shown above are the representative 
figures (×200).  




Table 1. Correlation between miR-148a levels and clinico-pathological 
characteristics in human primary HCC specimens 
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9. 중간엽성 간암세포주에서 USP4의 발현 변화 
 간암세포는 상피성에서 중간엽성으로 형질이 변화되어 악성화되며 
이때 전이능과 침윤성이 증가한다(Yang et al., 2009). USP4의 발현 증가와 
암세포의 악성화와의 연관성을 알아보기 위해, 11종의 간암세포주(HepG2, 
Huh7, PLC/PRF/5, Hep3B, SNU449, SNU886, SNU475, SNU423, SNU398, 
SNU878, SK-Hep1)를 상피성 간암세포주와 중간엽성 간암세포주로 
나누고 USP4의 발현을 관찰하였다. 그 결과 상피성 간암세포주에 비해 
중간엽성 간암세포주에서 USP4의 발현이 더 증가하였다 (Fig. 9A). 
USP4는 TGF- 타입 수용체(transforming growth factor- receptor type I, 
TR)를 안정화시켜 TGF- 신호의 활성화에 기여한다. 예상대로 USP4의 
발현이 높은 중간엽성 간암세포에서 TR의 발현이 증가하였다. 또한 
이들 중간엽성 간암세포주에서 USP4의 mRNA 발현도 높았다 (Fig. 9B). 
USP4와 상피성 표지자인 E-cadherin의 발현은 유의적인 역상관관계를 
나타내었다 (Fig. 9C). 이상의 결과는 USP4가 중간엽성 간암세포주에서 














Figure 9. Comparisons of USP4 and E-cadherin levels in liver-tumor cell lines  
(A) Immunoblottings for USP4 and TRI.  
(B) qRT-PCR assays for USP4. Data represented the mean SEM of at least 3 
separate experiments. 
(C) Correlation analyses. The relative USP4 mRNA levels were plotted against 
those of E-cadherin (E-cadherin in HepG2=1). Actin was used as control.  
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10. MiR-148a에 의한 USP4의 발현 변화 
 MiR-148a와 USP4가 역상관관계임을 바탕으로 miR-148a가 USP4를 
직접적으로 억제하는지를 확인하고자, miR-148a의 유사체 또는 억제제를 
도입하여 USP4의 발현을 살폈다. USP4-3′UTR부위를 함유하는 p-EZX-
USP4-3’UTR luciferase construct와 miR-148a의 유사체를 HEK293세포주에 
도입하였을 때, 리포터의 활성이 감소하였다 (Fig. 10A). MiR-148a 
저해제를 HepG2세포주에 도입하였을 때에는 리포터 활성이 증가하였다. 
이러한 결과는 USP4가 miR-148a의 타겟임을 지지한다. Huh7과 
HepG2세포주에 miR-148a 저해제를 도입하였을 때 USP4의 전사 발현이 
증가하였고, 반대로 SK-Hep1세포주에 miR-148a 유사체를 도입하였을 때 
USP4 의 발현이 유의적으로 감소하였다 (Fig. 10B). 또한 miR-148a의 
변화에 따른 USP4와 TRI의 단백 발현에서도 같은 결과를 얻었다 (Fig. 
10C). 이는 miR-148a가 USP4 mRNA의 안정화에 관여하여 발현을 
증가시킴을 제시한다.  
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Figure 10. Inhibition of USP4 translation by miR-148a  
(A) 3’UTR reporter assays. Indicated cells were transfected with control mimic (or 
ASO) or miR-148a mimic (or ASO) in combination with reporter construct.  
(B) The effect of miR-148a ASO and miR-148a mimic on USP4 transcription.  
(C) Immunoblottings for USP4 and TRI in cells transfected with miR-148a ASO 
and miR-148a mimic.  
For A and B, data represent the meanSEM of at least 3 separate experiments 
(significantly different from transfection control, *p<0.05, **p<0.01).
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11. USP4 의존적 TGF- 신호 조절 
 TGF-신호는 암 세포의 증식, 부착, 전이를 촉진시킨다(Elliott et al., 
2005). USP4의 발현이 높은 세포주에서 TGF-에 의한 하위 신호 
활성화가 나타나는지를 살펴보고자 하였다. HepG2세포주를 상피엽성의, 
SK-Hep1세포주를 중간엽성의 대표 세포주로 사용하였다. TGF-신호의 
활성은 TRI 수용체를 경유하여 Smad2와 Smad3의 인산화를 
유도한다(Zhang et al., 2012). Smad2의 인산화를 TGF-신호 활성의 척도로 
사용하기 때문에 TRI 수용체의 활성화를 p-Smad2로 평가하였다. 
상피성 간암세포주인 HepG2보다 중간엽성 간암세포주인 SK-Hep1에서 
Smad2의 인산화가 증가하였다 (Fig. 11A). 유사하게, USP4를 과발현한 
HepG2세포주에서 인산화된 Smad2의 발현이 높게 나타났다. 또한 
리간드인 TGF-를 처리하였을 때에도 USP4 과발현 HepG2세포주에서 
인산화된 Smad2의 발현이 높았다. (Fig. 11B).  
 다음으로, TGF-신호 활성화에 따른 간세포암의 기능적 변화를 
살펴보고자 하였다. 간세포암에서 miR-148a 및 USP4의 발현 변화가 
암세포의 증식과 이동에 영향을 주는지 관찰한 결과, 예상대로 USP4가 
과발현된 세포에서 세포의 증식율이 증가했고 체외 세포의 이동성도 
강화되었다 (Fig. 11C). MiR-148a 유사체를 도입하였을 때에는 간암세포의 
증식율과 이동성이 감소하였다 (Fig. 11D). 또한 miR-148a의 저해제 
도입은 간암세포의 증식을 촉진하였다. 이상의 결과는 miR-148a발현 
저하에 따른 USP4의 발현 증가가 세포 표면 수용체로부터 전달되는 
















Figure 11. The effect of USP4 on tumor cell migration and growth  
(A) Immunoblottings for phosphorylated or total Smad2.  
(B) The expression of phosphorylated or total Smad2. WT cells or those stably 
overexpressing USP4 were treated with vehicle or TGF1 (2.5 ng/ml).  
(C) The effect of stable overexpression of USP4 on cell migration and growth. 
Indicated cells were subjected to transwell migration assay or MTT assays.  
(D) The effects of miR-148a modulations. Cells were transfected with control ASO 
(or mimic) and miR-148a ASO (or mimic), and were subjected to transwell 
migration assays or MTT. 
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For C and D, data represent the meanSEM of at least 3 separate experiments 
(significantly different from transfection control, *p<0.05, **p<0.01) 
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12. 종양 이식 동물 실험 
 임상에서 miR-148a와 USP4가 간세포암의 진행에 미치는 영향을 
알아보고자, 환자에서 기인한 간암 이종이식 동물 모델(patient-drived 
xenograft, PDX)을 사용하였다. 세 명의 환자 중 두 명의 환자의 주변 
정상조직 대비 간세포암조직에서 miR-148a의 발현이 감소하였다 (Fig. 
12A). 병리학적 검사를 통해 각 단계에서의 암조직의 특성은 확인되었다 
(data not shown, JW Park). 면역조직화학적 염색에서 miR-148a의 발현이 
저하된 두 간세포암 환자에서는 주변 정상조직 대비 간세포암조직 및 
환자의 종양을 마우스에 이식한 뒤 얻은 종양조직에서 USP4의 발현 
증가가 관찰되었다 (Fig. 12B, #1 and #2). 세번째 환자는 주변 정상조직 
대비 간세포암조직 및 마우스에 이식한 종양에서 miR-148a의 발현이 
증가하였고 USP4의 발현은 증가하지 않았다. 간암 이종이식 동물 
모델에서 miR-148a와 USP4는 강한 역상관성을 보였다 (Fig. 12C). G12의 
발현이 저해된 종양 이식 동물에서 암세포의 성장이 감소함을 밝힌 
선행연구 결과를(Yang et al., 2015) 바탕으로 종양 성장이 억제된 세포주 
또는 간세포암조직에서 miR-148a와 USP4의 발현을 관찰하였다. G12의 
발현이 저해된 세포주에서 miR-148a의 증가를 관찰했으며 종양 이종이식 
조직에서 USP4의 발현 감소를 관찰하였다 (Fig. 12D). 이러한 결과는 




Figure 12. Analyses of miR-148a and its target expression levels in original HCC 
or engrafted tumors  
(A) Clinical and pathological characteristics of donor patients. miR-148a levels 
were assessed using qRT-PCR assays and were normalized relative to U6 small 
RNA. miR levels in tumors were compared with NT samples. One or two paraffin 
blocks were made from G1 or G2 tumors, and the rest samples were used for tumor 
passages.  
(B) Immunohistochemical analyses for USP4 in original HCC or engrafted tumors. 
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Shown above are the figures obtained from patient #2 and #3 (×200). The results 
from patient #1 and #2 were comparable to each other.  
(C) Correlation analyses between miR-148a and USP4. U6 small RNA was used as 
control. (NT=1)  
(D) Analyses of miR-148a and USP4 in xenograft tumors. qRT-PCR assays were 
done on SK-Hep1 cells transfected with control shRNA (sh C) or shRNA directed 
against G12 (sh G12) (N=3). sh C or G12 cells (1×107 each) were injected into 
the left flank of athymic nude mice. Of 8 or 9 tumors formed in each group at 8 
weeks, qRT-PCR assays were done on the samples with sufficient amount (N=6 
each). Tumor samples were used for immunoblottings (N=8-9 each) or 
immunohistochemistry (×200, representative figures were shown; N=4 each). Data 
represent the meanSEM of 3 separate experiments (significantly different from 
transfection control or WT control, *p<0.05, **p<0.01). 
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IV. 고 찰 
 마이크로RNA는 간에서 세포의 생존과 사멸을 포함한 다양한 
생물학적 기능을 조절한다. 특정 마이크로RNA의 발현 변화는 다양한 
간질환의 발병 및 진행을 촉진한다(Wang et al., 2012). 간세포는 간의 70% 
이상을 차지하는 실질 세포로서 알코올의 대사가 이루어지며 알코올에 
의한 직접적 간세포 손상이 크다(Mandrekar et al., 2012). 알코올성 간염 
환자의 간조직 마이크로RNA 마이크로어레이 데이터 분석 결과 전체 
마이크로RNA 중 오직 2%의 마이크로RNA만이 현저히 감소했고, 이 중 
miR-148a의 감소폭이 가장 컸다. 간세포에 풍부한 마이크로RNA의 
변화는 알코올에 의한 간세포 손상을 심화시킬 수 있다. 또한 만성 
간질환에서의 간세포 손상에 따른 반복적인 간세포의 괴사와 재생 및 
염증 반응은 간세포암의 발생률을 높인다. 따라서 본 연구는 miR-148a의 
발현 변화에 주목하여 알코올성 간질환 및 간세포암의 악성화에서 miR-
148a의 역할과 조절 기전을 탐구하였다.  
 본 연구는 알코올성 간질환에서 miR-148a의 발현이 감소함을 간염 
환자 및 동물모델을 통해 증명하였다. 또한 miR-148a의 발현 저하와 
혈청 ALT (또는 TG)양은 음의 상관관계에 있음을 제시하였다. 이러한 
현상과 miR-148a가 간세포의 분화를 조절해서 간기능 유지를 촉진한다는 
보고는(Gailhouste et al., 2013), miR-148a의 감소가 간세포 손상과 직접적인 
관련이 있음을 뒷받침한다. 허혈 재관류 손상(ischemic reperfusion injury)시 
간조직에서 miR-148a가 감소한다는 보고도 간세포 손상과 miR-148a의 
상관성을 지지한다(Farid et al., 2012). MiR-148a의 발현은 지방간 동물 
모델에서 증가하며 저 도지단백질 수용체(Low density lipoprotein 
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receptor)를 기질로 하여 혈 중 저 도지단백의 양을 조절한다고 
보고되었다(Goedeke et al., 2015). 하지만 상기 보고에서 miR-148a의 
억제제를 마우스에 투여하여도, 간세포내 지질 축적이 변하지 않는다는 
결과로 볼 때 miR-148a가 간세포 내 지질 축적을 촉진하지는 않는 
것으로 간주된다. 하지만 지방간에서의 miR-148a의 변화 및 그 조절 
기전에 대한 연구는 더 필요한 것이다.  
 알코올성 간염 환자와 알코올 처치 동물 모델에서 관찰한 miR-148a와 
FoxO1의 양의 상관성은 FoxO1과 miR-148a가 간질환 이행시 함께 
변화할 가능성을 제시한다. FoxO는 스트레스 반응 기전에 관여하는 핵심 
전사인자 중 하나로 포유류에는 4가지 타입의 FoxO 유전자가 
존재한다(Gross et al., 2008). 이 중 FoxO1은 간에서 대사조절자와 
암억제유전자로 잘 알려져있다(Jung et al., 2014; Zhang et al., 2006). 본 
연구에서는 알코올성 간염 환자에서 감소하는 유전자들의 gene ontology 
분석을 통해 ‘전사 조절’과 ‘세포죽음의 억제조절’에 관여하는 
유전자들의 상호관계에 있어 핵심 유전자로 FoxO1을 도출하였다. 또한 
알코올성 간염 환자 및 알코올 처리 동물 모델로 알코올에 의한 
FoxO1의 발현 감소를 증명하였다. 지방세포에서 FoxO1의 발현 감소는 
활성산소종과 염증성 싸이토카인의 생성을 촉진한다(Subauste et al., 2007). 
유사하게 알코올과 불포화지방산을 간세포에 처리하면 핵 속의 FoxO1의 
발현이 감소한다는 보고는 본 연구 결과를 지지한다(Liang et al., 2011). 
반면, Lieber-Decarli 알코올 식이를 한 렛트 모델에서는 FoxO1의 발현이 
증가한다고 보고되었는데(Lieber et al., 2008), 이는 종간의 차이에 따른 
알코올 대사 반응 정도가 다르기 때문이라고 생각된다. FoxO1은 AKT에 
의해 활성이 억제되며(Tzivion G et al., 2011), 간세포암에서는 miR-135b에 
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의해 FoxO1의 발현이 감소된다고 보고되었다(Jung et al., 2014). 
일시적으로 알코올을 섭취한 마우스 동물 모델에서 AKT의 신호 증가가 
보고되었다(Zeng et al., 2012). 알코올성 간염 환자의 마이크로RNA 
마이크로 어레이데이터 분석 결과 miR-135b는 큰 차이를 보이지 않았다. 
따라서 본 연구에서 발견한 알코올에 의한 FoxO1의 감소가 AKT의 
조절에 따른 FoxO1의 단백 변화를 상위 조절로 변화되었음을 예측해 볼 
수 있지만 전사적 조절에 관여하는 신호 회로를 포함하여 어떠한 신로 
경로에 의해 FoxO1의 발현이 조절되는지에 대한 탐구가 더 필요하다. 
 본 연구에서는 FoxO1이 전사적으로 miR-148a의 발현을 증가시킴을 
새롭게 제시하였다. SREBP-1, MYB, 그리고 p53이 miR-148a의 전사인자로 
알려져 있지만(Goedeke et al., 2015; Xu et al., 2013; Zhang et al., 2011), 
알코올성 간질환에서 이들 전사인자의 발현은 miR-148a의 발현 변화와 
일치하지 않았다. 이는 알코올성 간질환에서 위 전사인자들이 아닌 다른 
전사인자의 조절을 받음을 의미하며, 본 연구에서는 FoxO1과 miR-
148a의 상관관계 분석을 토대로 세포 기반 실험을 통해 MIR148A 
프로모터에 FoxO1이 결합하는 부위가 존재함을 증명하였다.  
 알코올성 간질환에서 FoxO1과 miR-148a의 발현저하를 바탕으로 
간세포의 손상에 있어 miR-148a의 병리적 역할을 규명하기 위한 
매개인자로 TXNIP를 제시하였다. TXNIP는 산화스트레스 및 독성 자극에 
의한 세포 손상을 촉진한다(Kwon et al., 2010; Park et al., 2014; Zhou et al., 
2010). 본 연구에서는 세포 기반 실험에서 miR-148a 유사체 도입으로 
알코올 처리에 의해 증가된 TXNIP의 발현이 억제됨을 확인하였고 이는 
miR-148a가 TXNIP를 통해 알코올성 간질환을 조절할 수 있음을 
시사한다. 알코올성 간염 환자에서 TXNIP의 발현이 증가하는 경향을 
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보였으나 통계적 유의성은 나타나지 않았는데 이는 전사 후 조절에 더 
크게 관여하는 마이크로RNA의 특성에 기인했다고 볼 수 있다.  
 Inflammasome은 다단백 복합체로 세포 내 외의 자극에 의해 
활성화되며 다양한 질환에 관여한다(Martinon et al., 2002). NRLP3 
inflammasome은 NLRP3, ASC, 그리고 pro-caspase-1으로 구성되며, 특정 
대사체나 활성산소종과 같은 숙주에서 기인한 위험 신호들(host-derived 
danger signals)에 의해 활성화되면 pro-caspase-1이 caspase-1으로 잘려서 
IL-1와 IL-18의 분비를 촉진한다(Kono et al., 2010; Zhou et al., 2011). 
알코올은 Kupffer 세포에서 inflammasome을 활성화시키고 염증성 
싸이토카인의 분비를 유도한다고 보고되었다(Petrasek et al., 2012). 알코올 
섭취에 의해 증가할 수 있는 내독소 자극(lipopolysaccharide)이 
간세포에서 NLRP3의 발현을 증가시킨다는 보고는(Boaru et al., 2012), 
NRLP3 inflammation 활성이 간세포에서 일어날 수 있음을 제시한다. 본 
연구에서는 알코올에 의한 TXNIP의 발현 증가가 간세포내의 
inflammasome 활성을 촉진할 수 있음을 발견하였다. 또한 알코올성 간염 
환자의 GEO 데이터를 이용하여 FoxO1과 inflammasome 구성 단백인 
caspase-1및 ASC가 역상관관계에 있음을 분석한 결과 및 FoxO1과 miR-
148a 저해제를 사용하여 얻은 실험 결과들은, 알코올에 의한 FoxO1과 
miR-148a의 감소가 TXNIP를 증가시키고 이는 NLRP3 inflammasome 
활성화를 유도할 것이라는 가설을 지지한다. 
 간세포 손상시 다양한 기전에 의해 간세포 사멸이 촉진되며 이는 
알코올성 간질환의 이행에서도 관찰된다. 지속적인 inflammasome의 
활성은 과도한 염증 반응을 일으키고 이는 세포의 죽음을 유도하게 
된다(Bergsbaken et al., 2009). Apoptotic한 세포 죽음을 억제하였음에도 
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알코올에 의한 간세포 손상이 나타났다는 보고는(Roychowdhury et al., 
2012), 알코올에 의한 간세포 손상에서 apoptosis가 아닌 다른 형태의 
간세포 죽음 회로가 존재할 수 있음을 제시한다. 본 연구에서는 
알코올에 의해 간세포내에서 증가한 TXNIP를 매개로 inflammasome 
활성이 유도되며 이때, caspase-1 의존적으로 계획된 세포 죽음의 형태인 
pyroptosis가 증가함을 발견하였다. 이는 알코올성 간염 환자의 
간세포에서 caspase-1이 증가되어 있다는 보고와 일치한다(Peng et al., 
2014). 또한 TXNIP의 결손은 세포 증식을 촉진하고 세포 사멸에 
저항한다는 보고와도 부합한다(Jeon et al., 2005). 나아가 세포 실험을 통해 
miR-148a 유사체 도입으로 알코올에 의한 세포 죽음이 억제된 결과는 
miR-148a 및 이와 관련된 분자들이 알코올성 간질환의 새로운 타겟이 될 
수 있음을 지지한다. 
 Inflammasome 구성 단백인 NLRP3, caspase-1, ASC, 그리고 IL-1의 
발현은 마크로파지를 억제한 뒤 알코올 식이를 한 마우스 간조직에서도 
증가하였는데, 이는 간세포 내에서 알코올에 의한 inflammasome의 
활성이 나타남을 의미한다. IL-1의 분비는 알코올 섭취 군과 비교하여 
마크로파지를 억제한 뒤 알코올 섭취를 한 군에서 감소하였는데, 이는 
마크로파지에서의 inflammasome 억제에 기인했다고 볼 수 있다. 
염증세포나 간성상세포와 같은 다른 유형의 세포가 알코올에 의한 
inflammasome의 활성에 영향을 미칠 수 있지만 그럼에도 불구하고, 
마크로파지 제거 후에도 알코올에 처치에 의해 혈청 ALT 양이 증가되는 
결과는, 적어도 알코올이 간세포내의 NLRP3 inflammasome의 활성화에 
관여할 가능성을 시사한다. 렌티바이러스를 이용하여 간세포 선택적으로 
miR-148a를 도입하였을 때 알코올에 의해 증가된 inflammasome 활성화 
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지표가 감소하고 알코올 단독 섭취 그룹에 비해 miR-148a가 도입된 
그룹에서 혈액학적 지표들이 개선되는 결과는 이를 지지한다.  
 지속적인 과량의 알코올 섭취는 만성 간질환의 주요 원인이며 
알코올성 간질환의 이행은 간세포암의 원인이 된다. 또한 바이러스성 
간염 및 기저 간질환을 가진 환자가 알코올을 섭취하면 간세포암 발생의 
위험은 더 높아진다(Morgan et al., 2004). 본 연구에서는 miR-148a의 
발현에 따른 간세포암 환자의 전체 생존률과 무재발생존률의 차이를 
발견하였다. 미세혈관 침습은 간내 전이의 임상병리학적 지표로 
사용되는데(Lim et al., 2011) 이러한 미세혈관 침습이 있거나, 종양의 
크기가 큰(>5cm) 간세포암 환자에서 miR-148a의 발현이 더 낮음을 
발견하였다. 따라서, miR-148a의 발현 저하는 간세포암의 악성화에 
기여할 것으로 사료된다. MiR-148a의 발현 저하는 대장암과 위암을 
포함한 다른 암종에서도 보고되었다(Takahashi et al., 2012; Zhu et al., 2012). 
또한, 자궁 내막 암에서도 miR-148a는 주변 정상조직 섬유 
아세포에서보다 낮았다(Aprelikova et al., 2013). 간세포 특이적 
마이크로RNA인 miR-148a가 성인 간에서 높게 발현된다는 
점과(Gailhouste et al., 2013), miR-148a 유사체 도입이 간세포암에서 CD90 
및 CD44(암 줄기 세포 마커, cancer stem cell marker)의 발현을 
감소시킨다는 보고는(Yan et al., 2014), 간세포암에서의 miR-148a의 발현 
감소가 간질 세포(stromal cell)보다는 간암 세포에서의 마이크로RNA 
억제에 따른 결과로 보인다. 
 유비퀴틴 특이적 분해효소는 가장 큰 deubiquitinase 계열에 속하며 
단백질의 번역 후 변형에 영향을 줄 수 있다(Fraile et al., 2012). 유비퀴틴 
특이적 분해효소의 발현 변화는 수용체 또는 신호 분자의 유비퀴틴 
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변형을 통해 암세포의 악성화에 관여하는 TGF-의 활성에 영향을 줄 수 
있다(De Boeck et al., 2012). 특히, USP4는 세포 표면 수용체인 TRI의 
분해를 억제함으로써 그 발현을 지속적으로 유지시키거나 하위 신호를 
활성화시킨다(Zhang et al., 2012). 본 연구에서는 miR-148a의 발현 저하가 
USP4의 증가와 상관성이 있으며, TNM 병기가 높은(TNM 병기 II-III) 
간세포암 환자에서 USP4의 발현이 높음을 발견하였다. 또한 USP4의 
발현은 중간엽성 간암세포주에서 더 증가해 있었는데, 이러한 결과는 
USP4가 간세포암의 악성화에 관여할 수 있음을 시사한다. 본 
연구에서는 miR-148a의 발현이 직접적으로 USP4의 발현을 억제할 수 
있음을 세포 기반 실험으로 증명하였다. 전이가 있는 간세포암에서 miR-
148a을 포함한 20종의 마이크로RNA 발현 저하가 보고 되었다(Budhu et 
al., 2008). 또한 miR-140-5p에 저하에 따른 TRI의 발현 증가는 
간세포암의 전이를 촉진한다(Yang et al., 2013). 따라서 miR-148a 및 다른 
마이크로RNA(들)의 발현 억제를 통한 USP4 과발현 또는 TGF- 신호 
활성화는 간세포암의 진행을 촉진시킬 수 있다. 
 TGF-는정상세포 또는 양성 종양에 있어서는 세포의 성장 저해를 
유도하여 종양 억제제로 작용하지만, 암이 진행되면서 TGF-신호전달의 
교란으로 인해 신호가 불활성화 되거나 세포주기의 비정상적 조절로 
성장 저해에 저항성을 가지게 되면 오히려 암의 촉진제로 
작용한다(Roberts et al., 2003). 또한 진행성 암에서 TGF-에 의해 
활성화된 신호 경로는 상피-중간엽성 이행을 유도하고, 암세포의 
침습성과 전이성을 높힌다(Sengupta et al., 2014). 본 연구에서는 USP4의 
과발현에 따라 Smad2 의 인산화가 증가하고 간암세포의 이동 및 성장이 
촉진됨을 증명하였다. 상피중간엽성 이행은 E-cadherin 발현이 감소하고 
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암세포의 전이성이 높아지는 특징을 가진다(Thiery, 2002). 중간엽성 
간암세포주에서 USP4의 발현 증가와 E-cadherin의 발현 감소가 양의 
상관성을 보이는 것은 USP4가 간세포암의 전이성 증가에 관여함을 
뒷받침한다. 하지만 USP4의 과발현이 상피-중간엽성 이행을 유도하지는 
못했는데, 이는 간세포암의 단계 및 진행에 따라 miR-125b, miR-101와 
같이 조절되지 않은 다양한 마이크로RNA가(Kim et al., 2013; Li et al., 2009) 
표현형 변화에 기여할 수 있기 때문으로 사료된다. 
 암환자에서 얻은 종양을 마우스에 이식한 이종이식 모델에서 높은 
종양 생착률을 보인 암 조직을 가진 환자는 전반적인 생존율이 낮고 
전이 가능성이 높았다(Garrido-Laguna et al., 2011). 본 연구에서는 
간세포암 환자의 종양 조직을 마우스에 이식하여 얻은 암 조직에서, 
miR-148a의 발현이 낮을 때 이식된 종양에서 USP4의 발현이 증가되어 
있음을 확인하였다. 이는 종양이식 단계에서의 성공적인 암 조직 생착에 
USP4 증가와 miR-148a의 감소가 연관되어 있을 가능성을 제시한다. 
또한 miR-148a 발현 감소와 그에 따른 USP4의 발현 증가가 간세포암의 
진행 및 악성화에 주요한 역할을 할 수 있음을 시사한다. 하나의 
마이크로RNA는 다양한 타겟을 조절할 수 있다. MiR-148a는 위암, 대장암, 
그리고 간세포암에서 bcl-2, rho-associated protein kinase 1, c-Myc, 그리고 
HPIP를 조절한다고 보고되었다(Lujambio et al., 2008; Xu et al., 2013; Zheng 
et al., 2011). 따라서 USP4는 암세포의 성장과 전이를 위해 앞서 언급한 
분자들과 함께 작용할 수 있을 것으로 생각된다. 
 간세포암에서 FoxO1의 발현 저하가 간세포암의 악성화에 관여한다고 
보고되었다(Jung et al., 2014). 이를 토대로 간세포암 환자의 시료에서 
FoxO1과 miR-148a의 상관성 분석을 진행하여 양의 상관관계를 
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확인하였으며 이는 알코올성 간손상 모델에서 밝힌 FoxO1에 의한 miR-
148a의 전사적 변화가 간세포암에도 적용될 수 있음을 의미한다. 또한 
FoxO1의 발현과 USP4의 발현이 역상관성을 나타내었는데 이는 FoxO1과 
miR-148을 매개하여 USP4의 발현이 변화될 수 있음을 지지한다. 또한 
G12의 발현이 저하된 xenograft 동물 모델에서 miR-148a의 발현이 
증가하고 USP4의 발현이 저하된 결과와 G12에 의해 FoxO1의 발현이 
저하된다는 보고를 종합하면, G12 하위로 FoxO1을 매개하여 miR-
148a의 발현이 저하될 것으로 예측되며 이 신호 회로에 의해 간세포암의 
악성화가 촉진되는 것으로 사료된다. 이는 G12가 상피 중간엽성 
이행을 매개하여 간세포암의 악성화를 촉진한다는 연구 결과와 
부합한다(Yang et al., 2015). 
 알코올성 간질환 이행, 특히 사망률이 높은 알코올성 간염의 치료에 
있어 표적 타겟 또는 생존율을 유의적으로 증가시키는 약제는 부족하다. 
본 연구에서는 알코올에 의해 miR-148a의 발현이 저하되어 TXNIP의 
발현증가가 나타나며 이는 NLRP3 inflammasome 활성화를 유도하여 
pyroptosis를 촉진시킴을 밝혔다. MiR-148a의 간세포 특이적 발현을 통해 
알코올성 간질환이 개선됨을 증명하였다. 알코올에 의해 유도된 
pyroptosis의 조절 인자로서 miR-148a의 도출과 전사인자인 FoxO1의 
발견은 알코올성 간질환의 효과적인 치료 타겟 또는 치료 전략이 될 수 
있다고 사료된다. 
 간세포암은 간내 전이 또는 폐나 뼈 등으로의 타 장기 전이로 재발이 
빈번하며, 이는 간세포암 환자의 높은 사망률의 원인이 된다(Poon et al., 
2000). MiR-148a의 발현 감소는 간세포 암종의 불량한 예후와 관련이 
있으며, USP4 발현 증가는 TGF- 신호 전달 회로를 촉진함으로써 
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종양세포의 성장 및 이동을 강화하여 간세포암의 진행에 기여한다고 
보여진다. 따라서 miR-148a 또는 USP4는 진행성 간세포암의 새로운 
치료 타겟이 될 수 있다. 
 TXNIP는 암세포에서 종양억제제로 보고되었다(Wei et al., 2017). 본 
연구에서는 알코올성 간질환에서 miR-148a의 신호 회로에 의해 
pyroptosis인 세포 죽음을 관찰하였는데 miR-148a의 감소가 동시에 
나타나는 간세포암에서는 miR-148a의 감소에 따른 암세포의 증식을 
살펴볼 수 있다. 이러한 차이는 pyroptosis를 일으키는 caspase의 하위 
신호 분자로 보고된 gasderminE의 발현 유무에 따른 변화로 생각해 볼 
수 있다. Gasdermin은 inflammasome에 의해 활성화 되며 pyroptosis에 의해 
세포 죽음이 나타날 때 세포벽에 구멍(pore)을 만들어 세포 죽음을 
유도한다(He et al., 2015). 최근 gasdermin E는 정상 세포에서는 관찰가능 
하지만 대부분의 암세포에서 그 발현을 현저히 낮다고 보고되었다(Wang 
et al., 2017). 또한 TGF-신호 회로가 암세포와 정상세포에서 세포 
죽음에 관여하는 현상이 다른 것처럼 TXNIP도 세포 주기와 관련된 신호 
분자의 차별적 활성화에 따라 세포 죽음이 달라질 수 있을 것으로 
사료되나 추후 연구가 필요하다. 
 결론적으로, 알코올에 의해 손상된 간세포 및 진행성 간세포암에서 
miR-148a의 발현이 저하되어 있다. 이에 따라 알코올성 간질환에서는 
TXNIP를 매개한 NLRP3 inflammasome 신호를 활성화가 유도되어 
간세포의 손상이 촉진되었고 이는 miR-148a의 도입으로 개선되었다. 
간세포암의 진행에 있어 miR-148a의 감소는 USP4를 직접적으로 
유도하여 간암 세포의 이동과 성장을 촉진시켰다. 이상의 결과는 miR-
148a가 알코올성 간질환 및 간세포암의 치료를 위한 효과적인 약물 
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작용점이 될 수 있음을 제시한다. 
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 MicroRNAs (miRNAs) regulate cell survival, death, regeneration, and 
inflammation, which is related to the progression of chronic liver disease. 
Moreover, dysregulation of miRNAs affects the prognosis of hepatocellular 
carcinoma (HCC). However, there is a lack of research on miRNA as a regulator of 
chronic liver disease and HCC progression. Therefore, it is necessary to study the 
role of miRNA and its mediators that are involved in chronic liver disease and 
HCC progression. 
 Excessive alcohol intakes lead to alcoholic liver disease (ALD), including fatty 
liver, hepatitis, liver cirrhosis, and HCC, which is a major cause of chronic liver 
disease. Alcoholic hepatitis (AH) is accompanied by hepatic fibrosis, which leads 
to liver cirrhosis and progresses to liver cancer. HCC is one of poor prognostic 
tumors, and becomes frequently aggressive due to frequent metastasis. However, 
good diagnostic markers, drug targets and therapeutic strategies are still insufficient 
for successful treatment of ALD or HCC. Thus, this study investigated the novel 
miRNA that can inhibit hepatocyte injury and HCC progression and explored the 
pathophysiological function and regulatory mechanism. The specific aims were 1) 
 
 ８０
to analyze the alteration of miRNA by alcohol using AH patients and alcohol 
consumption animal models and to examine the alcohol induced hepatocyte injury 
mechanism, 2) to investigate the mechanism of HCC progression through the 
analysis of miRNA and its target using HCC patients and xenografts animals.  
 In AH patients and alcohol-fed animal models, the levels of miR-148a were 
decreased. The analysis of microarray data of AH patients revealed forkhead box 
protein O1 (FoxO1) as a key molecule of the signaling pathwasy disturbed by 
alcohol. In cell based and animal models, the levels of FoxO1 were suppressed by 
alcohol treatement, which correlated with miR-148a levels. FoxO1 was identified 
as a transcription factor of MIR148A. MiR-148a directly inhibited the expression 
of thioredoxin interacting protein (TXNIP). Increased expression of TXNIP by 
alcohol promoted the activation of NLRP3 inflammasome and induced pyroptosis 
of hepatocytes, which was decreased by miR-148a overexpression or suppression 
of TXNIP. Hepatocyte-specific lentiviral delivery of miR-148a to mice attenuated 
alcohol induced liver injury. 
 The levels of miR-148a were decreased in HCC patients with microvascular 
invasion (MVI) compare to non-MVI HCC patients. Moreover, miR-148a 
discriminate the overall survival and recurrence-free survival rate of HCC patients. 
The expression of ubiquitin specific protease 4 (USP4) was increased in patients 
with HCC. In cell based assay, miR-148a directly inhibited USP4. The induction of 
USP4 by dysregulation of miR-148a was remarkable in mesenchymal liver cancer 
cell line, which promoted the migration and proliferation of cancer cells. Inverse 
correlation between miR-148a and USP4 was confirmed in HCC patients and 
xenograft models. In a heterotropic patient-derived HCC xenograft model, the 
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levels of USP4 were also increased in G1 and G2 tumors when miR-148a was 
decreased, reflecting the closer link between miR-148a and USP4 for a shift in the 
expansion phase of tumorgraft. 
 In conclusion, this study verified pathophysiologic role and mechanism of miR-
148a as an inhibitory regulator of hepatocyte injury and HCC progression. Alcohol 
markedly decreases miR-148a expression in hepatocytes through FoxO1, 
facilitating TXNIP overexpression and inflammation-related cell death. In addition, 
the miR-148a signaling pathway is linked and contribute to HCC progression. 
These findings provide information on understanding the liver diseases progression 
and elucidating the novel targets for therapy of liver disease. 
 
Keywords: alcoholic liver disease, FoxO1, hepatocellular carcinoma, 
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